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小鼠支气管肺泡灌洗术的改进
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　 　 【摘要】 　 目的　 改进制备小鼠支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）的方法。 方法　 动物分为 ３ 组，第 １ 组和第 ２ 组采

用传统方法：使用静脉留置针对小鼠全肺进行支气管肺泡灌洗术；第 ３ 组采用改进方法：使用自制注射器对小鼠全

肺进行支气管肺泡灌洗术。 每只动物灌洗 ３ 次，每次 ０􀆰 ５ ｍＬ，并计时。 支气管肺泡灌洗液离心，分离上清液准确测

量其体积。 结果　 灌洗液收集时间比较，第 １ 组和第 ２ 组每只小鼠用时约 １０ ｍｉｎ，第 ３ 组每只小鼠用时约 ４ ｍｉｎ，差
异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；小鼠支气管肺泡灌洗液体积测量比较，第 ３ 组分别多于第 １ 组和第 ２ 组，差异有显著性（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 改进后的方法可简便、经济、高效地收集支气管肺泡灌洗液，特别适合初学研究者使用。
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　 　 小鼠支气管肺泡灌洗液（ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒ ｌａｖａｇｅ
ｆｌｕｉｄ，ＢＡＬＦ）主要用于细胞总数和分类计数、Ｔ 淋巴细

胞亚群、可溶成分、尘粒和矿物质以及感染性病原体

等方面的检测，进一步为有关疾病的特征、诊断及预

后等提供依据，为收集足够的灌洗液，医学生物研究

者采用很多方法，但仍没有得到支气管灌洗的统一标



准方法［１ － ３］。 第一种传统方法［４］是处死小鼠后，先将

小鼠气管远心端结扎，再将静脉留置针插入气管，退
出针芯，连接 ２ ｍＬ 注射器直接进行抽取，每次 １ ｍＬ，
灌洗 ２ 次，此方法没有在套管进入气管处结扎，可能

导致抽取过程中套管松开气管，造成实验失败。 第二

种传统方法［５］为麻醉处死小鼠，暴露气管，提前穿两

根线于气管、食管之间，静脉留置套管针插入气管，将
置于气管、食管间的线分别在气管近心端、远心端进

行结扎，每次０􀆰 ８ ｍＬ，灌洗２ 次，虽然此方法弥补了第

一种方法的缺点，但两种方法都不宜结扎过紧，以免

切断气管，也不宜过松，以免套管与气管固定不当造

成脱落；静脉留置针需适当深入气管，以免退出针芯

时带出套管；用时比较长；灌洗量较大导致肺内压力

急剧升高，人为导致细胞渗出。
本实验在借鉴传统方法的基础上，采用自制灌

洗液抽取注射器，建立了一种简便、快捷、经济、高
效的 ＢＡＬＦ 收集方法。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

雄性 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠 ３０ 只，体重为 １８ ～
２０ ｇ，由山西医科大学动物中心提供 ［ＳＣＸＫ （晋）
２０１５ － ００１］。 饲养坏境温度为 ２２℃ ～ ２５℃，湿度为

５０％ ～ ７０％ ［ＳＹＸＫ（晋）２０１５ － ００１］。 本实验符合

山西医科大学动物实验伦理学标准，实验中按实验

动物使用的 ３Ｒ 原则给予人道主义关怀。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

小鼠固定板，注射器，静脉留置针，剪刀，眼科

弯镊，眼科镊，ＰＢＳ 溶液，外科缝合线，计时器。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 自制插管装置

将一次性 １ ｍＬ 注射器针尖和针梗去掉，保留针

栓，将 ３ ｃｍ 长、直径 １ ｍｍ 的 ＰＥ 材质组成的长筒型

塑料硬管的一端剪一斜面，便于气管插管，另一端

呈空心圆状焊接于针栓上，最后将针栓嵌套于注射

器乳头（图 １）。
１􀆰 ３􀆰 ２　 动物分组与肺泡灌洗

随机将动物分为 ３ 组，每组 １０ 只。 颈椎脱臼法

处死小鼠后，钝性剥离暴露气管。 第 １ 组按传统方

法一收集支气管肺泡灌洗液：先将气管远心端结

扎，将静脉留置针插入气管，连接 ２ ｍＬ 注射器灌洗

０􀆰 ５ ｍＬ（图 ２Ａ），轻轻按摩肺组织收集灌洗液，重复

３ 次，并计时；第 ２ 组按传统方法二收集肺泡灌洗

液：先穿两根外科缝线于气管、食管之间，将静脉留

置套管针插入气管，分别在套管进入气管处、套管

远端处结扎紧，连接 １ ｍＬ 注射器灌洗 ０􀆰 ５ ｍＬ（图
２Ｂ），停留 ３０ ｓ 缓缓回抽，重复 ３ 次，并计时；第 ３ 组

按改进后的方法收集肺泡灌洗液：暴露小鼠气管和

胸腔，用眼科弯镊钝性分离气管和食管；眼科镊支

撑在气管下方，使气管整体处于撑开状态，距环状

软骨远端 ２ ～ ３ 个软骨环之间结缔组织膜处剪 ２ ～
３ ｍｍ左右的切口；左手持眼科弯镊，提起少量气管

壁，右手持自制注射器水平将塑料硬管插入气管；
轻轻推动气管使塑料硬管充分到达左右支气管交

叉处，可在胸腔暴露处观察是否到达，到达后，左右

手持两把眼科镊一前一后夹住气管和嵌套的塑料

硬管（图 ２Ｃ）；注射器乳头衔接针栓，首次进行

０􀆰 ５ ｍＬ ＰＢＳ 溶液灌洗，观察双侧肺膨胀，停留 ３０ ｓ
后慢慢抽取灌洗液，可见乳白色泡沫状液体，当感

觉活塞抽不动有阻力时停止，转移至离心管，灌洗 ３
次，最后一次抽取可用手轻揉双侧肺组织，使残留

灌洗液也充分得到抽取，并计时。
１􀆰 ３􀆰 ３　 计时方法

从动物处死固定后为起始点到 ３ 次抽取灌洗液

结束计时为终点，每只动物操作时均计时。 为保障

操作熟练程度的一致性，所有操作过程均由同一人

完成。
１􀆰 ３􀆰 ４　 灌洗液体积测量

将三种方法收集的 ＢＡＬＦ 立即进行离心（４℃，
１４００ ｒ ／ ｍｉｎ，１０ ｍｉｎ），分离上清液并准确测定体积。

图 １　 自制插管装置

Ｆｉｇ． １　 Ｓｅｌｆ⁃ｍａｄｅ ｉｎｔｕｂａｔｉｏｎ ｄｅｖｉｃｅ
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注：Ａ ～ Ｃ：分别为第 １ 组、第 ２ 组、第 ３ 组收集支气管肺泡灌洗液的方法。

图 ２　 三组肺泡灌洗方法

Ｎｏｔｅ． Ａ － Ｃ： Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ＢＡＬＦ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ， ｓｅｃｏｎｄ ａｎｄ ｔｈｉｒｄ ｇｒｏｕｐ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｒｅｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ａｌｖｅｏｌａｒ ｌａｖａｇｅ

表 １　 三组制备小鼠支气管肺泡灌洗液实验时间比较（ 􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ １０）
Ｔａｂ． １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｉｍｅ ｓｐｅｎｔ ｆｏｒ ＢＡＬＦ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｉｎ ａ ｍｏｕｓｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

每只小鼠灌洗液制备用时 ／ ｍｉｎ
Ｔｉｍｅ ｓｐｅｎｔ ｆｏｒ ＢＡＬＦ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｅａｃｈ ｍｏｕｓｅ

第 １ 组 Ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｇｒｏｕｐ １０ ± ０􀆰 ７５∗

第 ２ 组 Ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｇｒｏｕｐ １２ ± ０􀆰 ８８∗

第 ３ 组 Ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｇｒｏｕｐ ４ ± ０􀆰 ６２
注：与第 ３ 组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

表 ２　 三组小鼠支气管肺泡灌洗液体积比较（ 􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ １０）
Ｔａｂ． ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＢＡＬＦ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｍｏｕｓｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

每只小鼠回收体积 ／ ｍＬ
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ＢＡＬＦ ｏｆ ｅａｃｈ ｍｏｕｓｅ

回收率 ／ ％
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ

第 １ 组 Ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ０３ ± ０􀆰 ２５∗ ６８􀆰 ７％ ∗

第 ２ 组 Ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｇｒｏｕｐ １􀆰 １３ ± ０􀆰 ２２∗ ７５􀆰 ４％ ∗

第 ３ 组 Ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ３４ ± ０􀆰 １６ ８９􀆰 ６％
注：与第 ３ 组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

１􀆰 ４　 统计学方法

采用 ＳＰＳＳ １３􀆰 ０ 软件进行统计处理，计量资料、
计量单位分别以平均数 ± 标准差（ 􀭰ｘ ± ｓ ）表示，方
差齐性比较采用单因素方差分析，两两比较用 ＬＳＤ⁃
ｔ 检验进行统计学分析，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异有显

著性。

２　 结果

２􀆰 １　 制备小鼠支气管肺泡灌洗液实验时间比较

第 １ 组和第 ２ 组每只小鼠实验时间多于第 ３
组，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），见表 １。
２􀆰 ２　 小鼠支气管肺泡灌洗液体积的比较

每只小鼠肺泡灌洗液体积为 １􀆰 ５ ｍＬ，第 １ 组和

第 ２ 组肺泡灌洗液回收体积少于第 ３ 组，差异有显

著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），见表 ２。

３　 讨论

报道支气管肺泡灌洗方法的文献很多，但各有

自身的操作缺点：需要结扎牢固避免液体从气管漏

出，小鼠气管细且脆，结扎时太紧太松皆不可行，结
扎质量难保证；且在抽取灌洗液时难免有滑脱现

象；直型静脉留置针软管不易固定，易变形和堵塞；
回抽负压太大可能损伤黏膜血管，负压太小则又可

能抽取不全，影响回收率［６］；小鼠气管短，需要把握

好留置针送入气管情况；操作过程繁杂；操作过程

耗时长，影响实验进程和实验指标测定结果［７］。
本实验改进后的方法操作过程简单，不使用静

脉留置针，而采用自制的塑料硬管，无需结扎，使用

眼科弯镊固定并采用 １ ｍＬ 注射器进行抽取，优化了

传统操作的不足之处，每只小鼠完成操作用时约 ４
ｍｉｎ，回收 ＢＡＬＦ 体积明显多于采用传统方法的两
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组，回收率达到 ８９􀆰 ６％ 。 本方法可简便获得医学研

究检测相关的 ＢＡＬＦ，操作简单，易于掌握。 与传统

方法相比，本方法更为简便、经济、高效。 传统方法

需要购买静脉留置针，若进行大批量实验操作，则
增加成本，在操作过程中若结扎松紧不适宜，则可

能出现漏液现象，且未暴露胸腔，不便于把握适度

的灌洗压力，压力过大可致肺破损，导致灌洗无效。
本方法采用自制塑料硬管，较经济；操作过程中采

用眼科镊固定，无结扎不当现象，较简便；自制塑料

硬管不易变形，无需考虑回抽力度大、变形的可能，
且暴露小鼠胸腔，可更加直观地观察送入插管部位

和肺肿胀、破坏情况，相对省时高效。
本支气管肺泡灌洗术操作时需注意：①要充分

暴露气管和胸腔，这样做可以更加清楚地观察是否

插管成功，能够留出足够的空间进行插管，也能防

止气管上端插管失败，继而进行下端插管，同时在

灌洗时可通过观察肺肿大来判断灌洗液是否进入

双侧肺。 ②全过程只需注意插管到左右支气管交

叉处这一步骤，保证塑料硬管到达气管交叉口上至

少 ２ ｍｍ 即可，若气管切口太大或插管过程中断裂

不影响后面操作。 ③全程操作无需结扎，用眼科镊

固定好即可，眼科镊比结扎线更易固定、摩擦力受

力点大。 ④注意注射器乳头与针栓衔接不宜过紧，
以防第二次灌洗时不易分开。 ⑤若发现抽取少量

时就感觉抽动有阻力，需观察左右支气管交叉处管

口是否吸住气管壁，此时切不可用力抽动以防止气

管破裂，可轻轻旋转塑料硬管口或稍进气管少许。
综上所述，本方法易于掌握、便于操作，可为广

大研究者尤其是初学者提供参考。
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·简讯·

《中国实验动物学报》《中国比较医学杂志》
入选《中国学术期刊（网络版）》网络首发首批示范期刊

为了更好地宣传学术期刊转型对促进国家“创新驱动发展”战略的重要意义，并积极推动学术评价机制

改革，整体推进学术期刊数字化、网络化转型升级，根据国家新闻出版广电总局关于“首批连续型网络出版

物规范化试点”与“国家数字复合出版系统工程试点”工作要求，基于前不久发布的《中国学术期刊（网络

版）》（ＣＡＪ － Ｎ）的出版传播平台（ＣＡＪ － ＮＰ），本着试点先行、扎实推进的原则，《中国学术期刊（光盘版）》电
子杂志社将启动“学术期刊网络版示范工程”，组织、支持一批数字出版工作基础较好的重要期刊率先以录

用定稿网络首发方式在 ＣＡＪ － Ｎ 正式出版期刊网络版。 以网络首发方式发表单篇论文是出版学术期刊网络

版的实质意义所在，其对作者研究成果首发权、学术竞争力和影响力，以及读者获取科研情报与知识的及时

性具有无可争议的重要性。 ＣＡＪ － Ｎ 作为学术期刊网络版的正式出版平台，与以往没有正式刊号的优先数

字出版不同，已经解决了论文网络首发的规范性问题，可以得到国家出版管理、科研与人事管理等相关部门

的认可。
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